肺癌的发病率及死亡率逐年上升，目前己成为世界上死亡率第一位的恶性肿瘤^\[[@b1]\]^。肺癌的5年生存率在美国仅为15%，我国则更低。肺癌的发生、发展是一个多因素、多步骤的复杂过程，常与原癌基因激活、抑癌基因下调失活以及侵袭、转移等因素相关。*KLF4*基因（Krüppel-like factor 4）是一种在人类多种组织中广泛表达的锌指转录因子，在许多不同的生理活动包括生长、分化和正常组织稳态的维持中具有重要作用^\[[@b2]\]^。近期研究^\[[@b3]\]^表明KLF4在肿瘤的发生与发展中具有重要的作用。而KLF4在肺癌中的表达及其对肺癌发生发展的关系尚不清楚，与肺癌相关性的报道比较少见。富含半胱氨酸的酸性蛋白（secreted protein acidic and rich in cysteine, SPARC）与某些细胞外基质成份、生长因子和细胞因子作用参与组织重建、形态生成、细胞迁移和增殖，调节机体的多种生理和病理过程，且与某些肿瘤的临床分期和预后关系密切^\[[@b4]\]^，但SPARC在肺癌中的作用仍不明确。同时，有关KLF4、SPARC在肺癌中表达关系的研究较少报道。本研究采用免疫组化法检测非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）组织中KLF4、SPARC的表达情况，以探讨其与NSCLC发生、发展的关系，为NSCLC的诊断和预后评价寻求客观指标。

1. 资料和方法 {#s1}
=============

1.1. 病例选择 {#s1-1}
-------------

随机选取山东省立医院胸外科2009年8月-2010年8月收治的NSCLC病例89例，其中男53例，女36例；年龄33岁-84岁，平均56岁，均经术后病理检测证实。术前均未接受放疗和化疗，临床资料完整。另选择相应距肿瘤边缘5 cm以外的正常肺组织作为对照。

1.2. 主要试剂 {#s1-2}
-------------

KLF4、SPARC兔抗人多克隆抗体及免疫组化SP试剂盒均购自福州迈新生物技术公司。抗体克隆号：KLF4 ab34814，SPARC sc13314；抗体稀释浓度为1:100。

1.3. 检测方法 {#s1-3}
-------------

2名病理学专家对HE染色的病理切片进行筛选，找出肿瘤组织中有代表性的区域，并在相应石蜡块上作标记。应用免疫组化SP法检测标本中的KLF4与SPARC蛋白。严格按试剂盒说明书进行。以PBS代替一抗作为阴性对照，用已知阳性切片作阳性对照，光镜观察。

1.4. 结果判定 {#s1-4}
-------------

由2位有经验的病理专家对结果进行评定。KLF4蛋白在石蜡切片中阳性染色主要定位于细胞核，少数可见于细胞浆，呈现棕黄色颗粒。根据肿瘤细胞显色的比例及染色强度对KLF4表达做半定量判定^\[[@b5]\]^。按阳性细胞率评分：阳性细胞数占11%-50%为2分；51%-80%为3分； \> 80%为4分。按显色程度评分：染色弱为1分；中等染色为2分；强染色为3分。将两种评分结合起来分为3级：无论染色强度如何，细胞阳性率 \< 10%为阴性（-）；3分-5分为弱阳性（+）；6分-7分为强阳性（+ +）。

SPARC蛋白主要表达于细胞浆，少数可同时表达于细胞核，参照文献的判断标准^\[[@b6]\]^，根据着色强度及阳性细胞百分比进行评分：无色为0分，淡黄色（弱阳性）为1分，棕黄色（中等染色强度）为2分，棕褐色（强阳性）为3分；阳性细胞 \< 1%为0分，1%-24%为1分，25%-49%为2分，50%-74%为3分，75%-100%为4分。免疫反应得分为百分率得分与免疫染色强度得分的乘积。

1.5. 统计学方法 {#s1-5}
---------------

采用SPSS 13.0统计分析软件，率的比较采用*χ*^2^检验及*Fisher*精确概率法，相关性分析采用*Spearman*等级相关，*P* \< 0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. KLF4和SPARC蛋白在NSCLC组织中的表达 {#s2-1}
---------------------------------------

KLF4染色主要位于细胞核，部分位于细胞浆，呈现棕黄色颗粒。KLF4蛋白在正常肺组织标本中可见KLF4蛋白强阳性表达，阳性表达率为88.8%，而KLF4在NSCLC组织中表达率为42.7%（*P* \< 0.05）（[图 1A](#Figure1){ref-type="fig"}）。

![KLF4、SPARC蛋白在非小细胞肺癌组织中的表达（SP, ×400）。A：KLF4在肺癌组织中弱阳性表达；B：SPARC在肺癌组织中阳性表达。\
KLF4 and SPARC expression in non-small cell lung cancer (NSCLC) (SP, ×400). A: Weak positive expression of KLF4 in NSCLC; B: Positive expression of SPARC in NSCLC.](zgfazz-15-12-720-1){#Figure1}

SPARC主要表达于胞浆，少数也可见于胞核，其在NSCLC中的阳性表达率为70.8%，与正常肺组织（7.9%）相比，差异具有统计学意义（*P* \< 0.05）（[图 1B](#Figure1){ref-type="fig"}）。

2.2. KLF4、SPARC阳性表达与NSCLC临床病理特征的关系 {#s2-2}
-------------------------------------------------

见[表 1](#Table1){ref-type="table"}。KLF4在NSCLC组织中的表达与患者淋巴结转移及临床分期有关，有、无淋巴结转移者的KLF4阳性表达率分别为31.3%和56.1%（*P*=0.03），随着临床分期等级的增加，KLF4表达呈现递减趋势（*P*=0.03）；KLF4表达与患者的性别、年龄及肿瘤细胞分化程度等无关（*P* \> 0.05）。SPARC在NSCLC组织中的表达与患者淋巴结转移及临床分期有关，有、无淋巴结转移者的阳性表达率分别为81.3%和58.5%（*P*=0.02），随着临床分期等级的增加，SPARC表达呈现递增趋势（*P*=0.04）；SPARC表达与患者的性别、年龄及肿瘤细胞分化程度等无关（*P* \> 0.05）。

###### 

KLF4、SPARC阳性表达与非小细胞肺癌临床病理特征的关系

Relationship between KLF4 and SPARC expression and clinicopathological characteristics in NSCLC

  Variable/Category   *n*   KLF4 protein   *P*   SPARC   *P*        
  ------------------- ----- -------------- ----- ------- ----- ---- ------
  Gender                                         0.52               0.49
     Male             53    21             32            39    14   
     Female           36    17             19            24    12   
  Age (years)                                    0.50               0.62
     ≥60              59    27             32            43    16   
      \< 60           30    11             19            20    10   
  Type                                           0.34               0.14
     SqCC             42    20             22            32    10   
     AdC              38    13             25            23    15   
     MX               9     5              4             8     1    
  Size (cm)                                      0.50               0.11
     ≤3               34    17             17            20    14   
     3-5              40    16             24            30    10   
      \> 5            15    5              10            13    2    
  Differentiation                                0.39               0.94
     WD               12    5              7             8     4    
     MD               41    18             23            29    12   
     PD               36    13             23            26    10   
  TNM                                            0.03               0.04
     Ⅰ                12    8              4             5     7    
     Ⅱ                28    16             12            18    10   
     Ⅲ                42    12             30            34    8    
     Ⅳ                7     2              5             6     1    
  Lymphaden                                      0.03               0.02
     N~1-3~           48    15             33            39    9    
     N~0~             41    23             18            24    17   

2.3. KLF4与SPARC表达的关系 {#s2-3}
--------------------------

KLF4和SPARC共同表达阳性者为22例（24.7%），共同表达阴性者为10例（11.2%）；KLF4表达阳性，SPARC表达阴性者16例（18.0%）；KLF4表达阴性，SPARC表达阳性者41例（46.1%），两者的表达呈负相关（*r*=-0.245, *P* \< 0.05）。

3. 讨论 {#s3}
=======

*KLF4*基因是一种真核生物锌指蛋白转录因子，通过激活或者抑制目的基因的转录来调控基因表达的时间特异性和组织特异性，在细胞生长、分化及凋亡等过程中发挥重要作用^\[[@b7]\]^。KLF4在肿瘤中的表达具有类型特异性。在人FAP患者的结肠腺瘤中KLF4表达下调，在多发性结肠腺瘤及结肠癌KLF4的表达也明显下调^\[[@b8]\]^。但是，KLF4却在口腔上皮异常增生，在口腔癌以及乳腺癌的全层上皮过度弥漫表达^\[[@b9]\]^。目前对于KLF4表达的类型特异性的具体机制尚不明确，有待进一步研究。Chen等^\[[@b10]\]^研究显示，KLF4通过调节下游靶基因的转录表达而在细胞的周期调控、增生分化与程序性死亡中具有重要作用。KLF4可激活p21、角蛋白4、角蛋白19和EBVE-L2等与细胞分化相关的基因的启动子，而对细胞色素P450-CYPlA1、细胞周期蛋白D1、β2球蛋白等促进细胞周期循环的基因有抑制作用。Yoon等^\[[@b11]\]^研究发现，KLF4能通过与细胞周期蛋白Bl启动子中富含GC的元件结合而抑制其转录活性，从而在维持G~2~/M细胞周期检查点的完整性中担任重要角色。作为一个新发现的转录因子，KLF4通过调节其下游目标基因的转录表达而影响细胞整体的生理功能。KLF4在细胞的增生和分化中担任重要角色，提示它与肿瘤发生发展有密切联系。Wei等^\[[@b5]\]^证明KLF4在肿瘤发生期的胃肠道上皮表达下调，通过调节一些细胞周期调控和分化相关基因的表达而在细胞增殖分化和细胞周期调控中承担重要角色，并与胃癌的发生发展及预后密切相关。近来，Zhao等^\[[@b12]\]^采用半定量RT-PCR技术检测出，KLF4 mRNA的表达与结肠癌的病理分期和病理分级负相关，提示KLF4的表达与该肿瘤的侵袭转移和预后有关，可能参与了结肠癌的发生或发展过程。体外实验则证明KLF4过表达可抑制结肠肿瘤的形成、转移和浸润。恢复KLF4表达后肿瘤转移受到抑制，细胞周期停滞，癌细胞发生凋亡。可见，KLF4表达与胃癌、结肠癌密切相关，可作为判断疾病不良预后的指标。本研究的结果显示KLF4在正常肺组织中的表达明显增强，而在NSCLC组织中表达明显下调，且与NSCLC的分化程度、临床分期及淋巴结转移关系密切，由此可见KLF4表达下调在NSCLC的发生与发展中可能发挥重要的作用。

SPARC由纤维原细胞、成骨细胞、软骨细胞、上皮细胞和血小板等产生。SPARC可与某些细胞外基质成份、生长因子和细胞因子作用，参与组织重建、形态生成、细胞迁移和增殖，调节机体的多种生理和病理过程^\[[@b13]\]^。SPARC在多种恶性肿瘤被确认为表达上调, 如结、直肠癌等^\[[@b14]\]^，但也有些肿瘤组织SPARC呈低水平表达或不表达，如卵巢癌等^\[[@b15]\]^，具体机制尚待进一步研究。在NSCLC中肿瘤细胞和肿瘤基质细胞都可以合成SPARC^\[[@b16]\]^，是否会对NSCLC的侵袭和转移产生不同的影响尚不明了。SPARC表达于肿瘤中的新生血管内皮细胞而不表达于成熟血管的内皮细胞，提示SPARC与肿瘤新生血管的生成有关。SPARC与多种肿瘤的发生、发展、侵袭和转移相关，且与某些肿瘤的临床分期和预后关系密切，但SPARC在肺癌中的作用仍不明确，研究结果也不尽相同。本文结果显示SPARC在NSCLC组织中表达上调，在正常肺组织中不表达，而且SPARC蛋白的表达强度与NSCLC的淋巴结转移相关，提示SPARC基因是一种NSCLC相关肿瘤基因，SPARC蛋白高表达的NSCLC有更强的侵袭和转移能力，SPARC有可能成为判断或预测NSCLC淋巴转移的标志物。SPARC高表达的患者临床分期偏晚，预后不良，SPARC也可能是一种NSCLC患者预后判断或疗效检测的标志物。因本文随访时间较短，SPARC表达与预后的关系还需进一步深入研究。

本组研究中显示KLF4和SPARC基因在NSCLC组织中的表达呈负相关（*P* \< 0.05），两者可能协同参与了NSCLC的发生发展。Zhou等^\[[@b17]\]^发现，KLF4可抑制NSCLC中SPARC mRNA与蛋白的表达，从而降低肺癌细胞侵袭能力，可见KLF4、SPARC表达及相互作用与NSCLC密切相关，但其作用机制尚不清楚，有待进一步深入研究。本实验中KLF4失表达的NSCLC中SPARC表达全部为阳性，提示NSCLC组织中*KLF4*基因失活可能促使*SPARC*基因表达增加，导致肿瘤发生发展及转移。因此同时检测两者的表达有助于进一步了解NSCLC的生物学行为，并为判断NSCLC的淋巴转移、预后评估提供有价值的参考指标。但是肿瘤的发生发展是多因素、多基因共同作用的结果，在未来NSCLC的治疗中分子靶向药物及多基因联合治疗是研究的趋势，可能成为NSCLC靶向治疗的新策略。这些发现为进一步探讨NSCLC中*KLF4*、*SPARC*基因表达关系及作用机制提供了线索，值得进一步探讨研究。
